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Prebiotik merupakan bahan pangan yang tahan cerna sampai kolon dan dapat meningkatkan jumlah bakteri menguntungkan 
dalam mikroflora usus. Pati resisten (RS) memiliki sifat sulit cerna sehingga dapat digolongkan sebagai salah satu sumber 
prebiotik. Salah satu komoditas lokal yang berpotensi untuk dijadikan prebiotik adalah uwi legi, hal ini dikarenakan kandungan 
patinya yang tinggi. Pati uwi legi dimodifikasi sehingga kandungan amilosanya meningkat, sehingga dapat meningkatkan kadar 
pati resistennya setelah dilakukan autoclaving-cooling. Modifikasi bisa dilakukan dengan cara fermentasi pada perlakuan awal 
dengan menggunakan Lactobacillus plantarum. Tujuan dari penelitian ini adalah mengetahui karakteristik dan aktifitas prebiotik 
pati resisten tepung uwi legi (Dioscorea alata) termodifikasi. Rancangan penelitian yang digunakan adalah  Rancangan Acak 
Lengkap (RAL) faktorial dengan 2 faktor, yaitu faktor perlakuan pertama adalah lama fermentasi (0, 24, 48, 72 jam) dan faktor 
kedua jumlah autoclaving-cooling (1, 2, 3 siklus), dengan 2 ulangan analisa. Data yang diperoleh kemudian dianalisa ANOVA 
dan DMRT 95% menggunakan SPSS 19. Hasil penelitian menunjukkan bahwa terdapat interaksi yang nyata antara waktu 
fermentasi dan jumlah siklus autoclaving-cooling, serta masing-masing perlakuan memberikan pengaruh nyata terhadap kadar 
pati, amilosa dan pati resisten (RS) tepung uwi termodifikasi. Terjadi perubahan kristalinitas dan struktur granula pati pada tepung 
uwi termodifikasi yang ditunjukkan dari hasil analisa dengan X-Ray Difractometer. Pati resisten (RS) pada perlakuan terbaik yaitu 
lama fermentasi 24 jam dan 3 siklus autoclaving-cooling memiliki aktivitas prebiotik 0,11 terhadap Lactobacillus acidopillus dan 
0,51 terhadap Biffidobacterium breve. Terjadi peningkatan 81,83% dan 50,98% pada masing-masing bakteri tersebut 
dibandingkan dengan tepung uwi yang belum termodifikasi.  
 




Prebiotics are foods that are digestible to the colon and can increase the number of beneficial bacteria in the intestinal microflora. 
Resistant starch (RS) has difficult to digest properties that can be classified as a source of prebiotics. One of the local commodities 
that has the potential to be used as prebiotics is uwi legi, this is due to its high starch content. Uwi legi starch was modified so that 
the amylose content increased, so that it could increase the levels of resistant starch after autoclaving-cooling. Modification can 
be done by fermentation in the initial treatment using Lactobacillus plantarum. The purpose of this study was to determine the 
characteristics and activities of prebiotic resistant starch of Uwi legi flour (Dioscorea alata) modified. The research design used 
was a factorial Complete Randomized Design (CRD) with 2 factors, namely the first treatment factor was fermentation time (0, 
24, 48, 72 hours) and the second factor was the amount of autoclaving-cooling (1, 2, 3 cycles), with 2 repetitions of analysis. The 
data obtained were then analyzed ANOVA and DMRT 95% using SPSS 19. The results showed that there was a real interaction 
between the fermentation time and the number of autoclaving-cooling cycles, and each treatment gave a real influence on the 
levels of starch, amylose and resistant starch (RS ) modified uwi flour. There was a change in the crystallinity and structure of the 
starch granules in the modified uwi flour which was shown from the results of the analysis using X-Ray Difractometer. Resistant 
starch (RS) at the best treatment is 24 hours fermentation time and 3 autoclaving-cooling cycles having prebiotic activity 0.11 
against Lactobacillus acidopillus and 0.51 against Biffidobacterium breve. An increase of 81.83% and 50.98% in each of these 
bacteria compared with unmodified uwi flour. 
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PENDAHULUAN 
Kesadaran masyarakat akan pentingnya 
kesehatan semakin meningkat, dan hal ini bisa 
ditandai dari tingginya permintaan prebiotik. Data 
yang didapatkan dari Anonim (2019), menyebutkan 
bahwa permintaan pasar global akan prebiotik 
diperkirakan meningkat lebih dari 3,2%, yaitu dari 
2350 juta dolar di tahun 2019 menjadi 2840 juta 
dolar di tahun 2024. Prebiotik merupakan bahan 
makanan yang tidak bisa dicerna dan dapat 
meningkatkan pertumbuhan bakteri kolon (Cho and 
Finocchiaro, 2010). Prebiotik yang sudah banyak 
dikomersialisasikan adalah golongan 
oligosakarida, rafinosa dan inulin dalam bentuk 
ingredien, suplemen dan makanan (Anonim, 2018). 
Selain golongan-golongan tersebut, terdapat  jenis  
prebiotik  lain  yang  memiliki  potensi  untuk  
digunakan  sebagai  sumber prebiotik, yaitu pati 
resisten. 
Pati resisten atau Resisten Starch (RS) 
adalah jenis pati yang tahan terhadap asam 
lambung dan tidak tercerna di dalam usus halus 
sehingga dapat masuk ke dalam kolon. Di dalam 
kolon RS dapat digunakan sebagai substrat bagi 
pertumbuhan mikroorganisme probiotik (Liu, et al., 
2005; Sajilata, et al., 2006). Salah satu sumber 
pangan lokal yang kaya akan kandungan pati dan 
dapat dimanfaatkan sebagai pati resisten adalah 
uwi legi. Uwi legi (Dioscorea alata) adalah salah 
satu umbi lokal di Indonesia yang   mempunyai 
kandungan pati dalam jumlah besar yaitu 83,38%-
86,68% (Widyawati, 2017). Keberadaan pati dalam 
jumlah besar pada uwi dapat dimanfaatkan dalam 
bentuk pati resisten yang dapat digunakan sebagai 
prebiotik. Masyarakat umum biasanya 
memanfaatkan dan menyimpan umbi uwi dalam 
bentuk tepung (Winarti dan Saputro, 2013). 
Secara alamiah, kandungan pati resisten 
(RS) pada bahan pangan alami sangat rendah 
(Faridah, dkk.,2013) sehingga diperlukan 
peningkatan jumlah RS. Peningkatan kadar RS 
dapat dilakukan dengan modifikasi fisik yang dapat 
menghasilkan RS tipe 3 dan modifikasi kimia yang 
dapat menghasilkan RS tipe 4 (Setiarto, dkk. 2015). 
Namun sampai saat ini jenis RS yang telah diteliti 
aktivitas prebiotiknya secara in vitro maupun in vivo  
pada tikus dan babi serta pada manusia adalah RS 
tipe 2 dan tipe 3 (Dimitris and Robert, 2009). RS 
tipe 2 adalah RS yang secara alami terdapat pada 
tanaman dan tahan terhadap enzim α-amilase 
pada pencernaan, sementara itu RS tipe 3 adalah 
RS yang terbentuk karena proses retrogradasi 
(Zaragoza, et al. 2010). RS tipe 3 dapat 
ditingkatkan menggunakan beberapa teknik 
modifikasi diantaranya adalah autoclaving-cooling 
(Setiarto dkk, 2015).  
Proses autoclaving-cooling berulang 
dapat meningkatkan fraksi amilosa, dengan cara 
retrogradasi (Saguilan, et al., 2005). Hal ini 
didukung oleh Sajilata, et al., (2010) dan Asbar 
(2014), bahwa penggunaan 3 siklus pada 
autoclaving-cooling dapat menghasilkan kadar RS 
tertinggi. Sugiyono dkk (2009) menambahkan, 
perlakuan autoclaving-cooling 3 siklus 
menghasilkan kenaikan jumlah RS yang tidak 
berbeda nyata dengan perlakuan autoclaving- 
cooling 5 siklus. Namun demikian, teknik 
autoclaving-cooling memiliki kekurangan 
diantaranya adalah  kurang  efisien,  karena  butuh  
waktu  produksi yang lebih lama, energi panas yang 
lebih besar, dan biaya produksi yang tinggi. 
Kekurangan dari teknik ini dapat diatasi dengan 
adanya perlakuan awal. Perlakuan awal yang dapat 
dilakukan adalah hidrolisis asam,  debranching  
(pemutusan  cabang  amilopektin)  dengan  enzim 
pululanase dan fermentasi  oleh  bakteri asam 
laktat (BAL) (Setiarto  dkk, 2015). 
Fermentasi sebagai perlakuan awal dapat 
menurunkan jumlah siklus pada  autoclaving-
cooling   (Setiarto   dkk,   2015).   Perlakuan 
fermentasi  awal  menggunakan  BAL  dapat 
menghidrolisis   pati  dan linearisasi  amilopektin  
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sehingga  dihasilkan  polisakarida  rantai pendek. 
Pati akan lebih mudah mengalami retrogradasi 
pada teknik autoclaving-cooling bila berada dalam 
bentuk molekul amilosa rantai pendek (Schmiedl, et 
al., 2000). 
Proses fermentasi sebagai teknik 
modifikasi pati resisten dipengaruhi oleh berbagai 
faktor, salah satunya adalah lama waktu fermentasi 
(Reddy, et al., 2008). Semakin lama waktu 
fermentasi maka semakin meningkat pula aktivitas 
amilase dan pululanase (Asha, et al. 2013).  
Semakin  tinggi  konsentrasi  enzim  pululanase  
yang  digunakan maka semakin besar penurunan 
persentase distribusi rantai glukan dengan DP 25-
30 dan semakin besar pula peningkatan 
persentase distribusi rantai glukan dengan DP 9-12 
(Faridah dkk, 2010). Waktu fermentasi terbaik 
untuk meningkatkan kadar RS adalah 24 jam 
(Setiarto, 2015). Jenie dkk (2012) dalam 
penelitiannya menyatakan bahwa fermentasi 
tepung selama 72 jam tidak memberikan pengaruh 
terhadap kadar RS yang dihasilkan. 
Untuk   mengetahui   kemampuan dari RS   
berfungsi sebagai prebiotik perlu dilakukan 
evaluasi sifat prebiotik RS tersebut. Metode yang 
dapat digunakan untuk mengevaluasi sifat prebiotik 
antara lain adalah pengujian indeks prebiotik, efek 
prebiotik dan pengujian aktivitas prebiotik dengan 
mengukur pertumbuhan bakteri probiotik dan 
bakteri patogen (Setiarto, 2015).  
Tujuan dari penelitian ini adalah 
mengetahui pengaruh lama fermentasi dan jumlah 
siklus autoclaving-cooling terhadap karakteristik 
pati resisten (RS) dari tepung uwi legi (Dioscorea 
alata) termodifikasi dan mengevaluasi  aktifitas 
prebiotik  RS   yang  berasal  dari  tepung uwi 
legi (Dioscorea alata) termodifikasi. 
BAHAN DAN METODE  
Bahan dan Alat 
Bahan yang digunakan dalam penelitian 
ini adalah umbi uwi legi (Dioscorea alata) diperoleh 
dari Tuban, glukosa, etanol 80%, buffer sodium 
asetat (0,1 M pH 5,2), buffer KCl-HCl (pH 1,5), 
pepsin, porcine α-amilase, KOH, amiloglukosidase, 
reagen DNS, larutan Luff Schoorl, Na2S2O3 0,01 
N, HCl, NaOH, larutan iod, MRS Broth, dan MRS 
Agar, alcohol 70%, NaOH, HCl, H2SO4, 
phenopthaline, kultur bakteri Lactobacillus 
plantarum FNCC0027, Lactobacillus  casei  FNCC-
90  dan  Bifidobacterium  breve  BRL-131  dan  E. 
coli yang diperoleh dari Pusat Pangan dan Gizi, 
Universitas Gadjah Mada, Yogyakarta. 
Alat yang dibutuhkan dalam penelitian ini 
antara lain autoclaf, inkubator, cawan petri, neraca 
analitik, cawan petridish, spektrofotometer, pH-
meter, termometer, colony counter, 
spektrofotometer, tensile   strength   tipe   ZP-200N,   
Scanning   Electron   Microskop,   X-Ray 
Difraktometer. 
Metode Penelitian 
Rancangan penelitian yang digunakan 
adalah  Rancangan Acak Lengkap (RAL) 
faktorial dengan 2 faktor, yaitu faktor perlakuan 
pertama adalah lama fermentasi (0, 24, 48, 72 
jam) dan faktor kedua jumlah autoclaving-
cooling (1, 2, 3 siklus), dengan 2 ulangan 
analisa. Data yang diperoleh kemudian dianalisa 
ANOVA dan DMRT 95% menggunakan SPSS 
19. 
Prosedur Penelitian  
a.   Pembuatan Tepung Uwi  
Pembuatan tepung uwi mengacu pada penelitian 
Nadia, (2013). Uwi dikupas terlebih dahulu, 
kemudian dilakukan pencucian dan penyawutan. 
Uwi yang telah disawut kemudian diberi perlakuan 
perendaman dengan garam 15% selama 1 jam. 
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Selanjutnya dilakukan blanching selama 10 menit 
dengan suhu 80ºC. Uwi kemudian dikeringkan 
selama 16 jam menggunakan suhu 60ºC, 
dilanjutkan dengan penggilingan dan pengayakan 
80 mesh. Tepung uwi y a n g  d i p e r o l e h  





b. Persiapan Starter (Suseno dkk, 2016) 
Pembuatan starter diawali dengan 
memasukkan 0,1 ml L. plantarum FNCC0027 
ke dalam 10 ml MRS Broth steril, kemudian 
diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37ºC. 
10 ml kultur kemudian dimasukkan ke dalam 
erlenmeyer yang berisi media (tepung : 
aquades 1:10 (b/v)) dan MRS Broth (1:1) 
steril. 
c.    Pembuatan Tepung Uwi Termodifikasi (TM) 
 
 
Gambar 1. Diagram Alir Pembuatan Tepung Uwi Termodifikasi (Setianto dkk., 2015). 
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3. Evaluasi Prebiotik Tepung Uwi Termodifikasi 
Terpilih (Huebner et al., 2007). 
Tahapan ini dilakukan pada TM dengan 
kandungan RS tertinggi. Adapun pengujian yang 
dilakukan adalah aktivitas prebiotik, indeks prebiotik 
(Roberfroid, 2007), efek prebiotik (Roberfroid, 2007), 
granula pati dengan SEM dan kristalinitas dengan 
X-Ray (Wang et al.,2008). Selain tepung uwi terpilih,  
evaluasi  prebiotik  juga  dilakukan  pada  tepung  
uwi (kontrol) dan inulin (prebiotik komersial). Derajat 
kristalinitas inulin diukur menggunakan X-Ray 
Diffractometer Rigaku D/max 2500  untuk  powder  
(Rigaku,  Tokyo,  Japan)  dengan  radiasi  Nickel  
filtered  Cu  Kα  (λ=1.54056 Å) pada voltase 40 kV 
dan arus listrik 200 mA. Hamburan cahaya radiasi 
dideteksi pada sudut rata-rata 5°―60° (2θ), dengan 
kecepatan scanning 8° (2θ)/min dan tahap 0.06° (2θ). 
Derajat kristalinitas dapat dihitung berdasatkan rumus 
sebagai berikut : 
Xc = derajat kristalinitas; Ac = luas area kristalin 
(selisih luas total area-luas area amorf); Aa= luas 





Gambar 1. Perhitungan luas area difraktogram (Wang 
et al., 2008) 
 
HASIL DAN PEMBAHASAN  
1. Total Bakteri Asam Laktat 
        Nilai rata-rata total koloni BAL (Bakteri Asam 
Laktat) selama fermentasi dapat dilihat pada 
Tabel 1. Bakteri dihitung dari cairan dan tepung 
setelah fermentasi. 
 
Pada Tabel 1. Diketahui bahwa rata-rata total 
BAL medium fermentasi dari 6,29 log cfu/ml 
meningkat menjadi 12,22 log cfu/ml pada jam ke-24, 
dan 13,13 log cfu/ml pada jam ke 48, tetapi tidak 
terjadi peningkatan pada jam ke 72. Peningkatan 
total BAL selama fermentasi disebabkan bahwa 
bakteri yang digunakan yaitu Lactobacillus 
plantarum FNCC 0027, merupakan bakteri asam 
laktat yang menghasilkan enzim amilase dan 
pullulanase sehingga dapat menghidrolisis pati baik 
amilopektin maupun amilosa sebagai sumber energi. 
Menurut Petrova, et al.(2012), menyatakan bahwa 
L.plantarum menghasilkan enzim ɑ-amilase dan 
pullulanase. Kim (2008), juga melaporkan bahwa 
L.plantarum yang diisolasi dari beras dan ikan 
memiliki gen yang dapat mengkode enzim amilase 
dan pullulanase. Hasil hidrolisis pati oleh enzim 
pulullanase adalah amilosa, sedangkan hasil 
hidrolisis amilosa oleh enzim ɑ-amilase berupa 
oligosakarida, maltosa dan gula sederhana 
(glukosa) yang selanjutnya diubah menjadi asam 
laktat. 
.    
 
Tabel 1. Nilai rata-rata total bakteri asam laktat selama fermentasi 
Lama fermentasi (jam) Total BAL (log cfu/ml) 
0 6,29± 0,03 
24 12,22± 0,01 
48 13,13± 0,02 
72 13,22± 0,02 
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Tabel 2. Nilai rata-rata pH medium selama fermentasi tepung uwi legi oleh Lactobacillus plantarum 
FNCC 0027.  
Lama fermentasi (jam) Total BAL (log cfu/ml) 
0 6,5± 0,012 
24  4,2± 0,02 
48  4,1± 0,03 
72 3,8± 0,02 
 
2. Nilai Rata-rata pH 
       Lactobacillus plantarum merupakan 
kelompok bakteri asam laktat yang menghasilkan 
asam laktat dan asam-asam organik lain selama 
fermentasi. Asam yang dihasilkan oleh kelompok 
bakteri tersebut dapat menurunkan pH medium 
pertumbuhannya. Hasil analisa pH selama 
fermentasi tepung uwi legi (Dioscorea alata) dapat 
dilihat pada Tabel 2.  
Pada Tabel 2, dapat deketahui bahwa 
semakin lama fermentasi nilai rata-rata pH semakin 
turun. Hal ini disebabkan karena semakin lama 
fermentasi terjadi peningkatan total BAL yaitu 
Lactobacillus plantarum FNCC 0027, dimana 
bakteri tersebut menghasilkan enzim amilase dan 
pullulanase sehingga dapat menghidrolisis pati baik 
amilopektin maupun amilosa menghasilkan gula-
gula sederhana, yang selanjutnya gula tersebut 
dirombak menjadi asam laktat maupun asam asetat 
yang dapat menurunkan pH medium. Menurut 
Suharyono (2011), penurunan pH terjadi karena 
proses fermentasi terhadap karbohidrat, glukosa 
dan laktosa yang menghasilkan asam laktat oleh 
bakteri asam laktat. Menurut Utami, dkk, (2010), 
kenaikkan asam laktat dalam fermentasi seimbang 
dengan penurunan pH, dengan kata lain semakin 
besar kadar asam laktat semakin rendah pula nilai 
pH. 
 
3. Kadar Pati 
Berdasarkan analisis ragam dapat diketahui 
bahwa terdapat interaksi yang nyata (p≤0.05) 
antara lama fermentasi dan jumlah siklus 
autoclaving-cooling, serta masing-masing 
perlakuan memberikan pengaruh nyata terhadap 
kadar pati tepung uwi termodifikasi. Terdapat 
kenaikan kadar pati tepung uwi termodifikasi dari 
kadar pati tepung uwi awal yaitu 49.57%. Rata-rata 
nilai kadar pati tepung uwi termodifikasi berkisar 
antara 49.88 – 58.71%. Perlakuan fermentasi 
selama 48 jam dan 3 siklus autoclaving-cooling 
menghasilkan tepung uwi dengan kadar pati 
tertinggi yaitu 58.71%, sedangkan perlakuan 
fermentasi 0 jam dan 1 siklus autoclaving-cooling 
menghasilkan tepung dengan kadar pati terendah 
yaitu 49.88%. Grafik perlakuan waktu fermentasi 
dan jumlah siklus autoclaving-cooling terhadap 
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Pada Gambar 2, dapat diketahui bahwa 
kadar pati tepung uwi termodifikasi meningkat 
seiring dengan meningkatnya waktu fermentasi dan 
jumlah siklus autoclaving-cooling. Namun kadar 
pati tepung uwi yang difermentasi selama 48 jam 
lebih tinggi dibandingkan dengan kadar pati tepung 
uwi yang difermentasi selama 24 dan 72 jam. Hal 
ini disebabkan karena selama proses fermentasi 
bakteri asam laktat Lacctobacillus plantarum 
menghasilkan enzim selulolitik dan pektinolotik 
yang dapat mendegradasi dinding sel pada granula 
pati, menyebabkan pati dapat keluar dari granula 
pati, sehingga kadar pati meningkat. Namun, 
semakin lama fermentasi sebagian pati akan 
terhidrolisis menjadi gula-gula sederhana 
selanjutnya digunakan sebagai sumber energi oleh 
bakteri tersebut. Menurut Zalan, et al. (2010), 
menyatakan bahwa BAL dapat memfermentasi 
atau memecah karbohidrat (lebih utama glukosa) 
melalui dua jalur yaitu Embden-Meyerhof pathway 
dan 6-phosphogluconate pathway.  Menurut Fried 
and George, (2006), kedua pathway ini 
menghasilkan ATP sebagai energi yang tersimpan 
di dalam sel. ATP adalah molekul universal yang 
berperan sebagai sumber energi pada sel. ATP dan 
prekursor-prekursornya digunakan sebagai 
medium pertukaran energi antar sel.  
Kadar pati tepung uwi meningkat seiring 
dengan meningkatnya jumlah siklus autoclaving-
cooling. Hal ini disebabkan semakin tinggi suhu 
pemanasan dan diikuti tekanan tinggi 
menyebabkan sebagian molekul pati mengalami 





4. Kadar Amilosa 
Berdasarkan analisis ragam dapat diketahui 
bahwa terdapat interaksi yang nyata (p≤0.05) 
antara waktu fermentasi dan jumlah siklus 
autoclaving-cooling, serta masing-masing 
perlakuan memberikan pengaruh nyata terhadap 
kadar amilosa tepung uwi termodifikasi. Nilai rata-
rata kadar amilosa tepung uwi termodifikasi dengan 
perlakuan waktu fermentasi dan jumlah siklus 
autoclaving-cooling dapat dilihat pada Gambar 3.  
Tepung uwi termodifikasi memiliki kadar 
amilosa yang lebih tinggi dibandingkan dengan 
tepung uwi sebelum termodifikasi. Rata-rata nilai 
kadar amilosa tepung uwi termodifikasi berkisar 
antara 16,77–21,79%. Perlakuan fermentasi 
selama 24 jam dan 1 siklus autoclaving-cooling 
menghasilkan tepung uwi dengan kadar amilosa 
tertinggi yaitu 21.79 %, sedangkan perlakuan 
fermentasi 72 jam dan 1 siklus autoclaving-cooling 
menghasilkan tepung dengan kadar amilosa 
terendah yaitu 16,77%. 
Pada tabel 3 dapat diketahui bahwa kadar 
amilosa tepung uwi meningkat seiring dengan 
meningkatnya waktu fermentasi dan jumlah siklus 
autoclaving-cooling. Namun kadar amilosa tepung 
uwi yang difermentasi selama 24 jam lebih tinggi 
dibandingkan dengan kadar amilosa tepung uwi 
yang difermentasi selama 48 dan 72 jam. Kadar 
amilosa tepung uwi meningkat seiring dengan 
meningkatnya jumlah siklus autoclaving-cooling. 
Namun kadar amilosa tepung uwi terfermentasi 
selama 48 dan 72 jam mengalami penurunan pada 
siklus ke 2 dan ke 3. Grafik perlakuan waktu 
fermentasi dan jumlah siklus autoclaving-cooling 
terhadap kadar amilosa tepung uwi termodfikasi 
dapat diamati pada Gambar 3. 
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Pada Gambar 3, dapat diketahui bahwa 
semakin lama waktu fermentasi dan semakin 
banyak jumlah siklus autoclaving-cooling kadar 
amilosa tepung uwi meningkat. Namun kadar 
amilosa tepung uwi yang difermentasi selama 48 
jam lebih tinggi dibandingkan dengan kadar 
amilosa tepung uwi yang difermentasi selama 24 
dan 72 jam. Kadar amilosa tepung uwi meningkat 
seiring dengan meningkatnya jumlah siklus 
autoclaving-cooling. Namun kadar amilosa tepung 
uwi terfermentasi selama 48 dan 72 jam mengalami 
penurunan pada siklus ke 3. Selama fermentasi 
Lactobacillus plantarum menghasilkan enzim 
pululanase yang dapat memutus ikatan 1,6-
glikosidik atau rantai cabang amilopektin sehingga 
dihasilkan rantai lurus amilosa. Semakin lama 
fermentasi pertumbuhan L.plantarum semakin 
meningkat sehingga enzim yang dihasilkan juga 
semakin tinggi yang dapat meningkatkan kadar 
amilosa. Pada fermentasi yang lebih lama yaitu 72 
jam terjadi penurunan kadar amilosa. Hal ini 
disebabkan sebagian amilosa yang terbentuk 
didegradasi oleh enzim ɑ-amilase yang dihasilkan 
oleh L.plantarum, sehingga terbentuk senyawa-
senyawa yang lebih kecil yaitu oligosakarida, gula 
sederhana dan maltosa. Gula-gula sederhana 
tersebut selanjutnya dirombak sebagai sumber 
energi dan dihasilkan asam laktat. Menurut Setiarto 
dkk, (2015), bahwa teknik fermentasi dilakukan 
dengan menggunakan bakteri asam laktat (BAL) 
yang telah dilaporkan memiliki enzim amilase dan 
enzim pululanase. Vatanasuchart et al., (2010) 
menyatakan bahwa enzim pululanase yang 
dihasilkan  dapat memutus ikatan  α-1,6 glikosidik 
(amilopektin) secara acak pada bagian dalam, 
sehingga dihasilkan polimer glukosa rantai lurus 
yang merupakan polisakarida dengan DP (Derajat 
Polimerisasi) lebih kecil. Aktivitas amilase dan 
pululanase semakin meningkat dengan lamanya 
waktu fermentasi (Asha, et al., 2013).  
5. Kadar Pati Resisten (RS) 
   Berdasarkan analisis ragam dapat 
diketahui bahwa terdapat interaksi yang nyata 
(p≤0.05) antara waktu fermentasi dan jumlah siklus 
autoclaving-cooling, serta masing-masing 
perlakuan memberikan pengaruh nyata terhadap 
kadar RS tepung uwi termodifikasi. Nilai rata-rata 
kadar RS tepung uwi termodifikasi dengan 
perlakuan waktu fermentasi dan jumlah siklus 
autoclaving-cooling dapat dilihat pada Tabel 4.  
Rata-rata kadar RS tepung uwi termodifikasi 
berkisar antara 0.96–5.48%. Perlakuan fermentasi 
selama 24 jam dan 3 siklus autoclaving-cooling 
menghasilkan tepung uwi dengan kadar RS 
tertinggi yaitu 5.48 %, sedangkan perlakuan 
fermentasi 72 jam dan 1 siklus autoclaving-cooling 
menghasilkan tepung dengan kadar RS terendah 
yaitu 0.96 %. Grafik hubungan antara perlakuan 
waktu fermentasi dan jumlah siklus autoclaving-
cooling terhadap kadar RS tepung uwi termodfikasi 
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Gambar 3. Kadar RS tepung uwi termodifikasi pada perlakuan lama fermentasi dan siklus autoclaving-cooling 
 
Pada Gambar 3, dapat diketahui bahwa kadar 
RS tepung uwi termodifikasi meningkat seiring 
dengan meningkatnya waktu fermentasi dan jumlah 
siklus autoclaving-cooling. Namun kadar RS 
tepung uwi yang difermentasi selama 24 jam lebih 
tinggi dibandingkan dengan kadar RS tepung uwi 
yang difermentasi selama 48 dan 72 jam. Selama 
fermentasi Lactobacillus plantarum menghasilkan 
enzim pululanase yang dapat memutus ikatan 1,6-
glikosidik atau rantai cabang amilopektin sehingga 
dihasilkan rantai lurus amilosa. Semakin lama 
fermentasi pertumbuhan L.plantarum semakin 
meningkat sehingga enzim yang dihasilkan juga 
semakin tinggi yang dapat meningkatkan kadar 
amilosa. Semakin tinggi kadar amilosa maka pada 
proses autoclaving-cooling maka suspensi pati 
pada suhu gelatinisasi dapat menyebabkan 
terjadinya pemutusan (disosiasi) ikatan hidrogen 
dari struktur double helix amilopektin, pelelehan  
(melting)  bagian  kristalin  dan  pelepasan  amilosa  
dari  granulanya  (amylose leaching).   Selanjutnya 
pasta pati didinginkan (cooling) yang dapat 
menyebabkan fraksi amilosa mengalami 
retrogradasi. Proses autoclaving-cooling secara 
berulang dapat menyebabkan semakin banyaknya 
pembentukan fraksi amilosa teretrogradasi atau 
terkristalisasi, sehingga s emakin banyak siklus 
semakin meningkat jumlah kadar RS. 
  Pada fermentasi yang lebih lama yaitu 48 dan 
72 jam terjadi penurunan kadar RS. Hal ini 
disebabkan sebagian amilosa yang terbentuk 
didegradasi oleh enzim ɑ-amilase yang dihasilkan 
oleh L.plantarum, sehingga terbentuk senyawa-
senyawa yang lebih kecil yaitu oligosakarida, gula 
sederhana dan maltosa. Gula-gula sederhana 
tersebut tidak dapat membentuk struktur double 




   Berdasarkan analisis hasil analisis kadar 
RS yang paling tinggi maka perlakuan terbaik 
dipilih adalah 3 siklus autoclaving-cooling. 
Selanjutnya pada perlakuan tersebut dianalisis 
kristalinitas menggunakan X-Ray diffractometer, 
analisa granula dengan SEM dan analisis aktivitas 
prebiotik. 
Derajat kristalinitas dihitung berdasarkan 
rumus Wang et al., (2008), dan menyatakan bahwa 
derajat kristalinitas pati atau bahan lain disebabkan 
oleh adanya ikatan hidrogen antar dan intermolekul 
dalam sel. Semakin banyak ikatan hidrogen antar 
molekul maka derajat kristalinitas semakin besar. 
Pati resisten memiliki sifat kristalin yang 
ditunjukkan pada hasil analisis dengan X-Ray 
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Gambar 4. Hasil analisa kristalinitas menggunakan X-Ray Difractometer 
 
 
Pada Gambar 4, dapat dilihat bahwa bahan 
baku (A) yaitu tepung sebelum dilakukan 
modifikasi memiliki struktur kristalin yang 
ditunjukkan oleh sudut-sudut lancip yang 
terdeteksi degan sudut 2ɵ, pati termodifikasi 
dengan fermentasi 24 jam (B) struktur kristalin 
lebih dominan dibandingkan dengan pati 
termodifikasi dengan fermentasi 48 jam (C) dan 
fermentasi 72 jam (D).  
Semakin lama waktu fermentasi 
menyebabkan lebih banyak molekul amilosa yang 
membentuk struktur double helix dan mengkristal 
selama retrogradasi. Proses fermentasi berperan 
dalam menambah jumlah molekul amilosa dan 
memotong rantai amilosa menjadi lebih pendek 
agar lebih mudah berikatan kembali membentuk 
struktur double helix dan mengkristal selama 
proses autoclaving-cooling. BeMiller and Roy 
(2009) menyatakan bahwa tingkat retrogradasi 
amilosa meningkat dengan peningkatan jumlah 
amilosa. Semakin lama waktu fermentasi 
menyebabkan semakin banyak amilosa rantai 
pendek yang terbentuk. Amilosa rantai pendek 
dihasilkan dari proses hidrolisis pati oleh L. 
plantarum menggunakan enzim pullulanase dan α-
amilase. Enzim pullulanase dapat mengkonversi 
amilopektin menjadi amilosa melalui pemotongan 
cabang, menurut Vatanasuchart, et al., (2010) 
enzim pullulanase dapat menghidrolisis ikatan α-
1,6-glikosidik secara acak dari bagian dalam 
sehingga dihasilkan polisakarida dengan rantai 
lurus.  Enzim α-amilase akan memotong rantai 
amilosa menjadi lebih pendek, pemotongan rantai 
amilosa oleh enzim α-amilase menurut Ginting 
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7. Hasil Analisa SEM (Scaning Electron Microscope) 
 
Gambar 5. Hasil analisis granula pati menggunakan SEM (Scaning Electrone Microscope) 
 
 Gambar 5, menunjukkan bahwa bentuk 
dari granula tepung uwi sebelum bahan  adalah 
oval dan terdapat serpihan-serpihan pada 
permukaan granula pati (Gambar 5A). Semakin 
lama fermentasi bentuk granula pati semakin rusak, 
granula pati pada tepung yang telah termodifikasi 
tidak utuh dan berbentuk lagi serta terdapat lubang-
lubang di sekitar permukaan granula (Gambar 5B, 
fermentasi 24 jam; Gambar 5C fermentasi 48 jam 
dan Gambar 5D fermentasi 72 jam). Lubang-lubang 
tersebut terbentuk selama proses fermentasi akibat 
dari hidrolisis pati oleh α-amilase dan pullulanase di 
dalam granula pati. Nadia dkk (2013) dalam 
penelitiannya menyatakan bahwa bentuk granula 
pati tepung uwi adalah oval dan memiliki 
permukaan yang halus. Serpihan-serpihan halus 
yang terlihat pada granula pati tepung uwi tanpa 
modifikasi adalah beberapa granula yang telah 
tergelatinisasi akibat penggunaan metode blansing 
untuk menghambat proses pencoklatan non 
enzimatis. Menurut Sujka and Jamroz (2007) salah 
satu penyebab granula pati memiliki permukaan 
yang porous adalah kerja dari enzim-enzim 
amilolitik. Selain itu, bentuk granula pati yang tidak 
utuh dan dan tidak berbentuk lagi setelah proses 
modifikasi disebabkan karena adanya gelatinisasi 
selama proses autoclaving. Proses autoclaving 
yang dilakukan pada suhu tinggi, yaitu 121 ºC 
menyebabkan terjadinya proses gelatinisasi. Ketika 
proses gelatinisasi terjadi maka granula pati akan 
pecah membentuk struktur tiga dimensi dan 
meningkatkan konsentrasi larutan. Menurut 
Faridah (2011) proses gelatinisasi dimulai dengan 
terjadinya pengembangan granula, peluruhan 
bagian kristalin yang mengakibatkan hilangnya sifat 
birefringence. Setelah pengembangan granula 
mencapai maksimum maka granula pati akan 
pecah.  
 
8. Efek Prebiotik, Indeks Prebiotik dan 
Aktivitas Prebiotik 
Tepung uwi dengan kadar RS tertinggi yaitu 
A2B3 kemudian dilakukan analisa lanjutan yaitu 
evaluasi prebiotik. Evaluasi prebiotik mempunyai 3 
parameter yaitu efek prebiotik, indeks prebiotik dan 
aktifitas prebiotik. Hasil analisa efek prebiotik dapat 
dilihat pada Gambar 6. 
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Gambar 6. Nilai efek prebiotik tepung uwi sebelum dan sesudah modifikasi. 
 
 
Gambar 6, menunjukkan bahwa terdapat 
peningkatan nilai efek prebiotik tepung uwi 
termodifikasi terhadap bakteri L. acidophillus dan B. 
breve. Efek prebiotik terhadap L. acidophillus 
meningkat dari 1.26 menjadi 1.46 sedangkan efek 
prebiotik terhadap B. breve meningkat dari 1.59 
menjadi 1.67. Peningkatan nilai efek prebiotik dapat 
diartikan sebagai peningkatan populasi bakteri 
probiotik. Peningkatan nilai efek prebiotik terhadap 
L. acidophillus dan B. breve terjadi karena 
kandungan RS pada tepung uwi termodifikasi lebih 
tinggi dibandingkan kandungan RS pada tepung 
uwi tanpa modifikasi. Tepung uwi tanpa modifikasi 
memiliki kadar RS sebesar 1.59% sedangkan 
tepung uwi termodifikasi memiliki kadar RS sebesar 
5.48%. L. acidophillus dan B. breve adalah salah 
satu bakteri yang dapat memfermentasi karbohidrat 
tidak tercerna untuk digunakan sebagai media 
pertumbuhan. RS termasuk dalam golongan 
karbohidrat yang tidak tercerna sehingga L. 
acidophillus dan B. breve juga dapat 
memfermentasi molekul ini. Liu (2005) 
menambahkan bahwa RS atau resistant starch 
termasuk ke dalam golongan pati, hanya saja jenis 
pati ini tidak tercerna oleh usus halus dan langsung 
masuk ke dalam usus besar untuk difermentasi.  
Hasil analisa indeks prebiotik tepung uwi dapat 
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Indeks prebiotik adalah peningkatan populasi 
bakteri probiotik yang dikorelasikan dengan 
konsentrasi prebiotik. Gambar 7, menunjukkan 
bahwa terdapat peningkatan nilai indeks prebiotik 
tepung uwi sesudah modifikasi terhadap L. 
acidophillus dan B. breve. Indeks prebiotik 
terhadap L. acidophillus meningkat dari 5.04 
menjadi 5.83 sedangkan indeks prebiotik terhadap 
B. breve meningkat dari 6.36 menjadi 6.70. 
Peningkatan nilai indeks prebiotik terhadap L. 
acidophillus dan B. breve terjadi karena kandungan 
RS pada tepung uwi termodifikasi lebih tinggi 
dibandingkan kandungan RS pada tepung uwi 
tanpa modifikasi. Tepung uwi tanpa modifikasi 
memiliki kadar RS sebesar 1.59% sedangkan 
tepung uwi termodifikasi memiliki kadar RS sebesar 
5.48%. L. acidophillus dan B. breve adalah salah 
satu bakteri yang dapat memfermentasi karbohidrat 
untuk digunakan sebagai media pertumbuhan. RS 
termasuk dalam golongan karbohidrat sehingga L. 
acidophillus dan B. breve juga dapat 
memfermentasi molekul ini. Liu (2005) 
menambahkan bahwa RS atau resistant starch 
termasuk ke dalam golongan pati, hanya saja jenis 
pati ini tidak tercerna oleh usus halus  dan langsung 
masuk ke dalam usus besar untuk difermentasi. 
Menurut Manderson, et al., (2005) bahan yang 
memiliki indeks prebiotik di atas 2 dapat 
dimanfaatkan sebagai prebiotik. Berdasarkan 
literatur dari Manderson, et al., (2005) tepung uwi 
tanpa modifikasi dan termodifikasi dapat digunakan 
sebagai sumber prebiotik. Hasil analisa aktivitas 
prebiotik dapat dilihat pada Gambar 8. 
 
 Gambar 8, menunjukkan bahwa terdapat 
peningkatan nilai aktivitas prebiotik tepung uwi 
sebelum modifikasi dan sesudah modifikasi 
terhadap bakteri L. acidophillus dan B. breve. 
Aktivitas prebiotik tepung uwi terhadap L. 
acidophillus memiliki nilai positif dan terjadi 
kenaikan nilai aktivitas prebiotiknya setelah proses 
modifikasi. Nilai aktivitas prebiotik tepung uwi tanpa 
modifikasi dan termodifikasi terhadap L. 
acidophiluss adalah 0.02 dan 0.10. Aktivitas 
prebiotik tepung uwi terhadap B. breve memiliki 
nilai positif dan terjadi kenaikan nilai aktivitas 
prebiotiknya setelah proses modifikasi. Nilai 
aktivitas prebiotik tepung uwi tanpa modifikasi dan 
termodifikasi terhadap B. breve adalah 0.25 dan 
0.51. Menurut Huebner, et al, (2007) aktivitas 
prebiotik positif menunjukkan bahwa komponen 
bahan pangan (RS) secara selektif dapat 
dimetabolisme oleh BAL probiotik tetapi tidak dapat 
dimetabolisme oleh bakteri patogen seperti EPEC 
(Entheropatogenic Escheria Coli).   
 Penelitian dari Agustina (2016) juga menyatakan 
bahwa RS3 hasil isolasi pati daluga menunjukkan 
aktivitas prebiotik bernilai positif pada pertumbuhan 
L. acidophillus dan L. plantarum. Kenaikan nilai 
aktivitas prebiotik antara tepung uwi tanpa 
modifikasi dan dengan termodifikasi terjadi karena 
adanya peningkatan kandungan RS pada tepung 
uwi. Tepung uwi tanpa modifikasi memiliki kadar 
RS sebesar 1.59% sedangkan tepung uwi 
termodifikasi memiliki kadar RS sebesar 5.48%. 
Semakin banyak kadar RS dalam bahan, maka 
jumlah koloni L. acidophillus dan B. breve yang 
tumbuh juga semakin banyak dan menaikkan nilai 
aktivitas prebiotik. RS dapat digunakan sebagai 
media pertumbuhan karena L. acidophillus dan B. 
breve termasuk golongan bakteri yang dapat 
memfermentasi karbohidrat. Liu (2005) 
menambahkan bahwa RS atau resistant starch 
termasuk ke dalam golongan pati, hanya saja jenis 
pati ini tidak tercerna oleh usus halus  dan langsung 
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Gambar 8. Aktifitas prebiotik tepung uwi sebelum dan sesudah modifikasi. 
 
KESIMPULAN 
Hasil penelitian menunjukkan bahwa 
terdapat interaksi yang nyata antara waktu 
fermentasi dan jumlah siklus autoclaving-cooling, 
serta masing-masing perlakuan memberikan 
pengaruh nyata terhadap kadar pati, amilosa dan 
pati resisten (RS) tepung uwi termodifikasi. Terjadi 
perubahan kristalinitas dan struktur granula pati 
pada tepung uwi termodifikasi. Pati resisten (RS) 
pada perlakuan terbaik yaitu lama fermentasi 24 
jam dan 3 siklus autoclaving-cooling memiliki 
aktivitas prebiotik 0,11 terhadap Lactobacillus 
acidopillus dan 0,51 terhadap Biffidobacterium 
breve. Terjadi peningkatan 81,83% dan 50,98% 
pada masing-masing bakteri tersebut dibandingkan 
dengan tepung uwi yang belum termodifikasi. 
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